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新型动态加压交锁髓内针对骨折愈合的影响

罗　刚１，刁鑫伟２，李长青１，周　跃１　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院：骨科１，病理科２）

　　［摘要］　目的　探讨新型动态加压交锁髓内针影响骨折愈合的组织学及骨痂内Ⅰ型胶原和骨钙素的表达变化。
方法　２周岁青山羊１５只，制作双侧股骨干中段横断骨折模型，实验侧以新型动态加压交锁髓内针固定，旨在骨折断端形
成持续性动态压应力条件，对照侧以普通髓内针固定。于术后第７、１４、３０、６０、９０天在骨折愈合处取材，行组织病理学和
ＲＴＰＣＲ等检测。结果　组织学检测示实验组骨折间隙内软骨痂基质的钙化、软骨内成骨及编织骨的改建均快于对照组。
ＲＴＰＣＲ检测示２组Ⅰ型胶原和骨钙素表达均在骨折术后上升，分别于术后１４、３０ｄ时相点达到峰值，实验组明显高于对
照组（Ｐ＜０．０５）。结论　新型动态加压交锁髓内针能够促进成骨细胞外基质的合成、分泌和软骨内成骨，从而有效加速骨
折愈合过程。
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　　骨组织具有自我愈合能力，骨折愈合是一个复杂
的生物修复过程，受到多种内外因素的调节，最终重建

损伤骨组织。研究证实，在骨折断端施加适当的微动

应力能够促进骨痂生长，加速骨折愈合［１－２］。本单位

根据多年临床经验结合骨折愈合生物力学特性设计了

一款能够在骨折愈合过程中提供持续轴向压应力的交

锁 髓 内 针 （ａｕｔｏｄｙｎａｍｉｃｃｏｍｐｒｅｓｓｉｖｅｌｏｃｋｉｎｇｎａｉｌ，
ＡＣＬＮ），本研究将其等比例缩小制成青山羊股骨干形
态的髓内针，观察骨折间隙内骨形成组织学特点，检测

成骨细胞相关因子Ⅰ型胶原和骨钙素（ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，
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ＯＣ）表达变化与骨折愈合过程的关系，探讨在体持续
动态轴向压应力环境对骨折愈合的影响和机制。

１　材料与方法

１．１　动态加压ＡＣＬＮ的制作和作用原理
　　根据国家知识产权局授权本单位的“一种自动加压交锁髓
内针”实用新型专利（ＺＬ２００９２０１２８２９１．７），按照实验羊的股骨
尺寸等比缩小，参照 ＧＢ４２３４２００３，取医用钛合金材料 ＴＣ４依
据实验羊股骨干的解剖特征制作主钉，２ｍｍ厚，使用医用不锈
钢００Ｃｒ１８Ｎｉ１４Ｍｏ３制作加压弹簧，弹簧中径为５ｍｍ，自由压缩
行程１１ｍｍ，最大压缩后可在骨折断端施加１４０Ｎ的轴向压力，
其余部件包括近端加压螺杆尾帽，远、近端交锁钉（图１）。通
过有限元建模和分析，在动态交锁髓内针安装时，主钉尾帽在

旋入过程中可逐步压缩前端弹簧，并通过弹簧将应力传递到近

端锁钉，进一步通过锁钉将力传递到骨质，最终达到骨折断端，

并在骨折断端两侧形成对向压应力，可有效减少骨折愈合过程

中断端间隙的距离（图２、３）。同时，由于近端锁钉可在“肾形”
凹槽内滑动，因此可在骨折愈合重建和改建过程中，随着肌肉

的收缩或负重，使远近骨折断端向中线保持１～５ｍｍ的轴向微
动。这使得骨折端在整个骨折愈合过程中始终存在生理性应

力刺激和传导，能够有效促进骨愈合。动物实验前，整套内固

定器械消毒备用。

!

"

#

Ａ：普通髓内针；Ｂ：自动加压交锁髓内针；Ｃ：安装完毕后两者对比
图１　自动加压交锁髓内针与普通交锁髓内针外形比较
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图２　自动加压交锁髓内针加压结构剖面图
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Ａ：股骨颈的应力集中；Ｂ：骨折远端的应力集中；Ｃ：远端锁钉和主
钉之间的应力集中；Ｄ：骨折断端间的应力集中

图３　持续加压交锁髓内针安装完毕后有限元分析

１．２　实验动物模型制作和标本取材
　　取２周龄左右的青山羊１５只，体质量２３～２８ｋｇ，双侧大腿
做纵行切口，显露股骨骨干和股骨颈，用线锯于股骨中段横断

截骨，建立双侧股骨干中段横断骨折模型。左侧（实验组）以

ＡＣＬＮ固定（图４），右侧（对照组）用普通髓内针固定。动物术
后前２周悬吊饲养，后期正常喂养。分别于术后７、１４、３０、６０、
９０ｄ随机选取３只青山羊取双侧骨折处内的骨痂留作标本，
－７０℃ 低温保存，动物尸体交实验室做无公害处理。

图４　青山羊左侧股骨干中段横断骨折ＡＣＬＮ固定模型

１．３　试剂
　　ＤＥＰＣ购于罗氏公司，ＲｅｖｅｒＴｒｅＡｃｅａ逆转录试剂盒和
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购于Ｔｏｙｏｂｏ公司，Ｔｒｉｚｏｌ和２×ＰＣＲＭＩＸＴａｑ购于北
京天根公司，ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ７５００购于 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙＳｔｅｍｓ，小鼠
Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ单克隆一抗、小鼠ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ（ＣＯＬⅠ）单克隆一抗、
羊抗小鼠二抗购于北京中杉生物技术有限公司。ＰＣＲ引物序
列：ＣＯＬⅠ（１２６ｂｐ）上游：５′ＴＣＡＡＡＴＣＡＡＣＡＧＡＡＡＡＴＡＴＡＣ３′，
ＣＯＬⅠ下游：５′ＣＣＣＣＣＡＣＡＡＡＧＧＣＡＴＣＧＧＴＡＴＴ３′，Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ
（１５９ｂｐ）上游：５′ＧＣＧＣＴＡＣＣＴＧＴＡＴＣＡＡＴＧＧＣＴＧＧ３′；Ｏｓｔｅｏ
ｃａｌｃｉｎ下游：５′ＧＣＣＴＣＣＴＧＡＡＡＧＣＣＧＡＴＧＴＧＧＴＣ３′；以 βａｃｔｉｎ
（２４９ｂｐ）作内参，上游：５′ＡＣＣＣＣＧＴＧＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＡＧ３′，下
游：５′ＴＣＣＣＧＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡ３′。

１．４　组织病理学观察
　　标本置于１０％甲醛溶液中固定。Ｐｌａｎｋ和 Ｒｙｃｈｏ脱钙液
（配方组成：氯化铝结晶７ｇ，浓盐酸８．５ｍｌ，９５％甲酸５ｍｌ，蒸
馏水１００ｍｌ）脱钙２４ｈ，置水中冲洗１６ｈ，乙醇脱水，二甲苯透
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明，石蜡包埋，Ｌｅｉｔｚ１５１２型切片机顺羊股骨纵轴切片，片厚
６μｍ，先取２片，切入３００μｍ后再取２片，ＨＥ染色，中性树胶
封片，在光镜下作组织学观察。

１．５　ＲＴＰＣＲ分析
　　每只实验羊取５０ｍｇ标本在液氮中迅速研磨成粉末状，加
１ｍｌＴｒｉｚｏｌ，冰上裂解２０ｍｉｎ，加氯仿分离，水相层经异丙醇沉
淀，ＲＮＡ产物溶于ＤＥＰＣ４０μｌ水中，－７０℃保存待用。取总
ＲＮＡ１μｇ。按试剂盒要求配制成反转录反应液１０μｌ，６５℃水
浴１ｍｉｎ，３０℃放置５ｍｉｎ，６５℃孵育１５ｍｉｎ，９８℃灭活逆转录
酶５ｍｉｎ，低温保存。配制４０μｌＰＣＲ反应液，含２×ＰＣＲＭｉｘ
Ｔａｑ０．２５μｌ及上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ０．５μｌ。分别取
１０μｌ反转录产物加入２对引物的 ＰＣＲ反应液中：９４℃ ３０ｓ，
退火３０ｓ，７２℃扩增１ｍｉｎ。ＣＯＬⅠ、Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ和βａｃｔｉｎ基因
分别循环３０、３５、３０次，退火温度分别为６３、５８、５８℃，终末延伸
产物行１．５％琼脂糖凝胶电泳，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件计算目的基因
比同组βａｃｔｉｎ的相对灰度值。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　从液氮中取出实验羊骨痂迅速研磨成粉末状，加入裂解
液，轻微振荡混匀；冰浴３０ｍｉｎ；将匀浆液吸入１．５ｍｌ离心管
中，置冰上裂解６０ｍｉｎ；４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ；取上
清，重复上述步骤１次；取少量测浓度，其余分装，－７０℃冻存
备用，避免反复冻融。取上清 ５０μｇ进行 ＳＤＳＰＡＧＥ，转移至
ＰＶＤＦ膜上。适量脱脂奶粉３７℃封闭２ｈ，小鼠 Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ单
克隆一抗和小鼠ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ单克隆一抗４℃孵育１～２ｈ，ＴＢＳＴ
洗涤３次，１０ｍｉｎ／次。同法加入二抗，室温下孵育１～２ｈ，用在
室温下脱色摇床上洗涤２次，１０ｍｉｎ／次，再用 ＴＢＳＴ洗涤１次，
１０ｍｉｎ。将ＰＶＤＦ膜置于暗盒中，Ｘ线曝光，显影定影。紫外分
光光度仪于５６２ｎｍ波长测定光密度，采用 Ｂａｎｄｓｃａｎ５．０软件

计算光密度值。

１．７　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１５．０统计软件行配对 ｔ
检验。

２　结果

　　术后实验羊全部存活，伤口无感染，双侧患肢活动良好，无
明显血管、神经损害表现。术后 Ｘ线片显示骨折复位良好，内
固定在位。

２．１　组织病理学观察
　　骨折术后７ｄ，２组骨折断端及周围软组织内均呈血肿机化
后的纤维肉芽组织结构，新生血管数目增多，纤维母细胞及肌

纤维母细胞增生活跃，炎性坏死组织中可见点状钙化。术后

１４ｄ，２组骨折断端及周围软组织内软骨痂也渐形成，软骨基质
ＨＥ染色呈深蓝色，片块状或巢状分布，未成熟的软骨细胞体积
较小，成熟的明显肥大。与对照组相比，动态加压实验组软骨

痂的部分区域已经出现软骨内骨化现象，片块状软骨基质内侧

及巢状分布软骨基质周缘可见灶性钙化及类骨质形成，部分形

成灶性初期骨小梁，骨小梁中央的钙化软骨基质偏蓝，而周围

是偏红的骨组织。对照组骨折间隙内虽然也有软骨内骨化，但

大部分仍处于软骨痂的成熟阶段，见图５Ａ、Ｂ。术后１个月，２
组骨折间隙内均为编织骨痂成分，骨小梁排列方向不规则，表

面分布着较多成骨细胞。实验组骨小梁中央部位未见钙化的

软骨基质结构，见图５Ｃ、Ｄ。术后２、３个月，２组骨折端均为相
对完全的骨性结构，实验组基本为板层骨，骨板沿骨纵轴方向

排列，并可见哈佛管结构。相对而言，对照组板层骨排列方向

较紊乱，细胞数量也较多，见图５Ｅ、Ｆ。
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Ａ、Ｃ、Ｅ：实验组术后１４、３０、９０ｄ；Ｂ、Ｄ、Ｆ：对照组术后１４、３０、９０ｄ

图５　骨折术后２组实验羊组织病理学观察　（ＨＥ×２００）
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２．２　ＣＯＬⅠ和ＯｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ及蛋白表达
２．２．１　ＣＯＬⅠ ｍＲＮＡ及蛋白表达　　实验组和对照组ＣＯＬⅠ
ｍＲＮＡ的表达于术后表现出上升趋势，并于１４ｄ达到峰值，然
后逐步下降，在９０ｄ时几近于术后初期水平。实验组术后１４ｄ
的表达峰值与对照组存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。见图６，表
１。ＣＯＬⅠ蛋白表达趋势与 ｍＲＮＡ一致，实验组的峰值蛋白表
达较对照组上调了１．７倍（图７、表１）。
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Ｍ：标准；１：７ｄ；２：１４ｄ；３：３０ｄ；４：６０ｄ；５：９０ｄ
图６　ＲＴＰＣＲ检测实验组骨折术后不同时相点ＣＯＬⅠ ｍＲＮＡ表达
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１、３、５、７、９：分别为实验组７、１４、３０、６０、９０ｄ；２、４、６、８、１０：分别为对
照组７、１４、３０、６０、９０ｄ

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组骨痂 ＣＯＬⅠ蛋白表达

表１　２组实验羊骨折术后不同时相点ＣＯＬⅠ ｍＲＮＡ及
蛋白表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＣＯＬⅠ ｍＲＮＡ表达 ＣＯＬⅠ蛋白表达
时相点

对照组 实验组 对照组 实验组

７ｄ １１．５±０．４ １２．４±０．３ ３１．５±１．１ ４７．８±３．２
１４ｄ ３３．６±１．９ ４８．４±３．８ａ ４３．８±１．２ ７４．７±４．３ａ

３０ｄ ２９．３±２．５ ３６．２±２．４ ３８．７±２．５ ６８．９±３．１
６０ｄ １６．７±２．４ ２７．３±３．７ ２０．４±１．２ ３９．７±３．１
９０ｄ １０．９±２．０ １０．６±２．３ １４．６±１．０ ２８．８±１．０

ａ：Ｐ＜０．０５，与同时相点对照组比较

２．２．２　ＯｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ及蛋白表达　　ＯｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ的
前期表达与ＣＯＬⅠ相似，实验组和对照组在术后亦表现出上
升趋势，但其峰值出现在术后３０ｄ，较ＣＯＬⅠ晚２周左右时间，
并且在峰值后出现的降幅较 ＣＯＬⅠ大，术后９０ｄ２组 ｍＲＮＡ
几近回落至术后７ｄ水平，未见组间差异（Ｐ＞００５）。实验组
在术后３０ｄ的表达与对照组差异存在显著性（Ｐ＜００５）。见
图８，表２。Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ的蛋白表达也表现出相同的变化趋势，
实验组峰值较对照组的表达上调了２倍（图９、表２）。
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Ｍ：标准；１：７ｄ；２：１４ｄ；３：３０ｄ；４：６０ｄ；５：９０ｄ
图８　ＲＴＰＣＲ检测实验组骨折术后不同时相点Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ

ｍＲＮＡ表达
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１、３、５、７、９：分别为实验组７、１４、３０、６０、９０ｄ；２、４、６、８、１０：分别为对

照组７、１４、３０、６０、９０ｄ

图９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２组骨痂 Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ蛋白表达

表２　２组实验羊骨折术后不同时相点ＯｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ及

蛋白表达（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＯｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ表达 Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ蛋白表达
时相点

对照组 实验组 对照组 实验组

７ｄ ２０．３±４．１ １７．２±４．３ ５．３±１．７ ５．９±１．５

１４ｄ ２３．３±４．９ ２１．９±５．１ ９．８±２．３ １０．６±２．２

３０ｄ ２８．７±８．９ ４１．４±９．９ａ １４．３±３．６ ２８．９±４．１ａ

６０ｄ ２２．４±３．９ １９．７±５．７ ２３．１±３．３ １５．５±３．１

９０ｄ ２０．２±３．４ ９．３±４．３ ８．８±２．１ ９．２±１．８

ａ：Ｐ＜０．０５，与同时相点对照组比较

３　讨论

　　应力是细胞分子调控的刺激因子，是影响细胞结
构和功能的重要外界信息。研究表明，骨折愈合对力

学的刺激很敏感，骨组织对生理水平的应力载荷有３
种相应的反馈：①由于骨细胞的活力增加而产生的骨
密度增加。②由于哈佛体系的活力和松质骨中的成骨
细胞和破骨细胞引起的骨结构变化。③骨膜厚度增
加［３－４］。本研究采用的动态加压交锁髓内针能够在稳

定固定的基础上，在骨折两端产生持续性的轴向压应

力，增加成骨细胞和骨细胞等的代谢活性，刺激分泌细

胞外基质的合成与释放，能够有效驱动软骨痂的钙化

和间充质干细胞向成骨方向分化，刺激成骨细胞活性，

并促进编织骨痂向板层骨的改建。

　　本研究采用轴向压应力和微动能够促进骨折愈合
的理论，通过自动加压交锁髓内针实现在骨折局部产

生应力加载、应力形变和轴向微动应力传导的生物力

学环境，对成骨效应细胞进行调控。骨折断端间的轴

向微动压应力能够刺激成骨细胞活性，实验组组织学

观察证实，早期和中期的骨痂数量多、中期和后期的骨

痂质量好，成熟程度高骨小梁坚韧，哈佛系统结构也较

完整。

　　成骨细胞作为骨组织中唯一的具有成骨功能的细
胞，对骨的构建和修复起到重要作用。成骨细胞的生

长分化和基因表达一般经历以下几个节段：①分化增
殖期，以 ＤＮＡ复制，组蛋白合成为其特征；②基质形
成、成熟期，以碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性升高、ＣＯＬⅠ分
泌为其特征；③基质钙化期，以 Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ分泌、钙离
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子沉积为其特征，并伴有 ＡＬＰ活性的持续升高。因
此，ＣＯＬⅠ和Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ均为成骨细胞不同生长阶段
的特异性表型蛋白，其表达量分别反映了成骨细胞基

质合成与钙化的能力［５－６］。ＣＯＬⅠ在骨组织的形成
过程中有着十分重要的作用，占骨基质的９０％以上，
形成胶原网基质结构，与其他蛋白质结合，为羟基磷灰

石的沉积提供沉着点。如其表达出现异常，则会引发

成骨不全、骨软骨发育不良症与青少年型骨质疏松
症。本实验中骨折修复均为二期愈合，显然实验组软

骨痂基质的钙化和软骨内成骨较对照组明显提前，在愈

合后期的板层骨痂结构也相对成熟。在术后７～１４ｄ，
实验组和对照组 ＣＯＬⅠ ｍＲＮＡ和蛋白表达量急剧增
高，这与骨组织的软骨内成骨时间一致。２组此时相
点组间比较，峰值差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。说
明在持续性轴向压应力作用下，骨折间隙内的成骨细

胞合成、分泌细胞外基质活性得到明显增强。

　　Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ是成骨细胞合成分泌的一种非胶原蛋
白，是反映成骨细胞分化成熟的指标，能够准确表示成

骨细胞的基质钙化活性，一般较 ＡＬＰ和 ＣＯＬⅠ出现
晚。当骨形成和骨吸收偶联时，Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ的主要生
理作用是反映骨转换的指标，而在骨形成和骨吸收解

除偶联时，又是反映骨形成的特异指标，能够准确反映

成骨细胞的成骨能力。本实验２组Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ表达均
在术后开始增高，并于术后３０ｄ出现峰值，而后迅速
下降，这与骨修复后期的骨痂改建密切相关［７］。新近

研究表明，Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ可能还是一种应激反应神经肽，
在应激状态下，可被释放入血循环，并作为骨组织的生

物标记随应激的类型发生变化，介导应激反应［８］。在

动态加压交锁髓内针的固定加压作用下，实验组在术

后１４～３０ｄ，ＯｓｔｅｏｃａｌｃｉｎｍＲＮＡ和蛋白的表达量均高
于对照组，并且３０ｄ峰值存在显著性差异（Ｐ＜００５）。
说明在持续性轴向压应力生物力学环境下，骨折间隙

内的软骨内成骨和编织骨痂的形成活跃，成骨细胞的

活性也更旺盛。

　　目前，有关生物力学促进成骨细胞增殖的效应已
得到了实验证实［９－１０］，但对于轴向压应力对细胞外基

质合成分泌影响的报道较少，由于内固定器械本身设

计动态加压的难度和在体研究的复杂性，因此这方面

的报道就显得更为稀少。本研究通过有限元分析明确

设计的自动加压交锁髓内针对骨折断端有加压作用，

其产生的动态轴向压应力能够有效地刺激成骨细胞外

基质的合成分泌，从而促进骨折愈合。然而对于力学

加载的确切细胞学机制和分子生物学机制仍不甚清

楚。间充质干细胞、成骨细胞和破骨细胞等如何感受

机械刺激并将其传递到细胞内引发细胞的生理变

化，以及对细胞力学转导过程还需要做大量更为深

入地探索。
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